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2005 年 11 月に改訂が行われている 2)。これらはヒトの臨床試験、治験についての
ガイドラインであり新しい医薬品の研究、開発にはさらにその前段階として薬剤の
スクリーニングなどの試験や、薬理研究、製剤化研究、毒性研究などの基礎試験(前
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き起こされている 14)。また、MDR1 は、ATP-binding cassette(ABC)トランスポータ
ータンパク質ファミリーの一種であり、ATPase 活性を有し 15,16)、ATP を加水分解
することにより構造変化を起こし、抗がん剤に対し高親和性となり抗がん剤を細胞





















導性転写因子( hypoxia-inducible factor : HIF-1) が応答することで、発現が亢進する
ことが報告されている 29-33)。HIF-1 は、1992 年に Semenza らによって低酸素依存的
にエリスロポエチン(EPO)を誘導する因子として発見された 34)。そして 1995 年に
HIF-1 が HIF-1α と HIF-1β のヘテロダイマーであり、それぞれ 826 個(分子の質量
120kDa)および 789 個(分子の質量 91~94kDa)のアミノ酸からなっていることが報告
され 35)、同年に各遺伝子がクローニングされた 36)。HIF-1α にはアイソフォームと
して HIF-2α および HIF-3α1~6 が同定されているが 37,38)、これらのアイソフォーム
の組織分布や機能は HIF-1α と異なっている 39,40)。HIF-2α は、HIF-1α と同様に低酸
素条件下において HIF-1β と結合し、標的遺伝子の転写を促進している 38,41)。それ
に対し HIF-3α は、HIF-1α や HIF-2α と競合することで、その転写活性を抑制する
ことが報告されている 42,43)。 
また、HIF-1 の発現ならびに活性制御機構としては、主として HIF-1α によって
酸素濃度依存的に、HIF-1β によって酸素濃度非依存的に HIF-1 の転写活性に影響
が及ぼされている 44,45)。この HIF-1α の発現及び活性の制御機構は非常に複雑で、
酸素濃度依存的のみならず Epidermal growth factor(EGF)や Insulin growth factor-1/2 
(IGF-1/2)などの増殖因子、サイトカインによっても影響され、HIF-1α 自身の転写、
翻訳、および翻訳後レベルで調節されていることが明らかとなっており 46-48)、さら
に AP-1、AP-2、NF-1 および NF-κB などの転写因子もまたその転写活性に関与し
ていることが報告されている 47)。しかし、通常酸素条件下において HIF-1α は不安
定で HIF-1 の安定化と機能の制御は、翻訳後修飾、プロリン及びアスパラギン残
基の水酸化、リジン残基のアセチル化、およびリン酸化などによって調節される。 




する prolyl hydroxylase domain(PHD)により水酸化修飾を受ける。その結果、HIF-1α








酸素を要求するアスパラギン残基（Asn803）が Factor inhibiting HIF-1 (FIH)によっ
て水酸化修飾を受けるため、転写共役因子であるヒストンアセチル基転移酵素
CREB-binding protein(CBP)/p300 との結合阻害を介して HIF-1 の転写活性は抑制さ
れる 51)。 
また、リジン残基のアセチル化による調節では、HIF-1α の ODD 内のリジン残基
(Lys532)が Arrest-defective-1(ARD1)によってアセチル化され、HIF-1α と pVHL との
結合が増強し、HIF-1α のプロテアソーム依存的分解が促進される 52)。ARD1 は PHD
と異なり酸素依存的ではないが、低酸素条件下では ARD1 の mRNA および蛋白質
の発現レベルが低下するため HIF-1α は安定化する。 
リン酸化による調節では、HIF-1α の転写活性に関わる C-terminal transactivation 
domain (C-TAD)を MAP キナーゼがリン酸化することによって転写活性が上昇する。
MAP キナーゼの１つである ERK1/2は、CBP/p300 をリン酸化することによりHIF-1
の転写活性を増強させ 53)、p38MAP キナーゼも HIF-1α をリン酸化することにより
pVHL との結合やプロテアソーム依存的分解を抑制し、発現を高めることが報告さ
れている 54,55)。 
以上のように、PHD や FIH-1 の酸素要求性に依存したメカニズムによって、
HIF-1α タンパク質は恒常的に生合成されているにもかかわらず、通常酸素条件下






転写因子である HIF-1 はプロモーター領域に存在する Hypoxia-responsive element 
(HRE)に結合することにより転写を誘導することが知られており 56)、HRE を有する
HIF-1 の標的遺伝子としては、EPO や Vascular endothelial growth factor (VEGF)など
これまで 60 以上の遺伝子が明らかにされている(Fig. 1-2)57-60)。これらの遺伝子の機
能の調節に HIF-1 が関係しており、例えばエネルギー代謝に関して、通常酸素条件
下にある細胞は、解糖系とミトコンドリアが担う酸化的リン酸化によって１分子の
グルコースから 38 分子の ATP を産生する。一方、低酸素条件下では効率よく ATP 
を産生することはできないながらも、嫌気的解糖系によって 1 分子のグルコースか
ら 2 分子の ATP を産生することができる。このように低酸素条件にさらされた細
胞は HIF-1 を活性化することで嫌気的解糖系を亢進し、ATP を産生することが明ら
かになっており、 HIF-1 による解糖系の活性化機構としては、 glucose 
transporter1(GLUT1)の発現誘導によってグルコースの取り込みを上昇させること
が知られている 61)。また血管新生に関して、HIF-1 は VEGF や platelet-derived growth 
factor beta polypeptide(PDGFB)、さらに basic fibroblast growth factor(bFGF）などの発
現を誘導し、血管形成を亢進させ、最終的に酸素環境を改善する作用も持つ 62)。
このようなエネルギー代謝、血管新生、浸潤、転移、細胞骨格、転写、物質輸送、












与している 63)。また、通常酸素条件下でも解糖系を用いて ATP を産生しているが










の発現を誘導し、TGF-β と協調して Smad 経路の活性化などを介して EMT を引き
起こすことも報告されている 68)。 
加えて、低酸素や HIF-1 は様々な治療に対する抵抗性とも関係している。例えば、





































ができる可能性がある。以上の Cellbed®及び spheroid 培養法を用いて成人肝細胞及
び HepG2 細胞を in vitro で三次元培養し、遺伝子や薬剤耐性についての検討を行っ
た。また、細胞の三次元形成に伴う遺伝子発現の変化を追うために、三菱レイヨン
㈱との共同で、DNA チップ Genopal®83)に肝臓細胞に関する遺伝子のプローブを搭
載した肝臓細胞チップ(Genopal® customized Hepatocyte chip)を開発し、これを用い
て解析を行った。 
本論文は 5 章から構成されている。第 2 章では、成人肝細胞(初代ヒト凍結肝細胞)
を培養基材 Cellbed®を Genopal® customized Hepatocyte chip で解析を行った。第 3 章
では、本研究室の spheroid 培養を用いて、HepG2 細胞の薬剤耐性に関わる HIF-1α
及び MDR1 の発現や、Genopal® customized Hepatocyte chip を用いて遺伝子発現を解
析した。第 4 章では、HepG2 細胞を培養基材 Cellbed®で三次元培養し、DOX や
verapamil を用いて薬剤耐性の発現を検討した。また、第 3 章と同様に薬剤耐性に
関わる HIF-1α 及び MDR1 の発現や、Genopal® customized Hepatocyte chip を用いて




第 2 章 培養担体 Cellbed®で三次元培養させた成人肝細胞の Genopal® customized 





























それらの実験により成人肝細胞の monolayer 培養と Cellbed®培養において、
生存率が高くなる傾向が見られ(Fig. 2-1)、肝障害の指標である GOT、GPT の
漏出量については、monolayer 培養では 10 日目以降に増加するのに対し
Cellbed®培養ではそれが見られず、成人肝細胞への障害が少ない状態で培養で
きる可能性が示された(Fig. 2-2, 2-3)。CYP3A4 活性では、培養 4 日目にはどの培











































































































































































































(Genopal® customized Hepatocyte chip)として受託解析を開始している 83）。




本章では、肝細胞に関する 188 の遺伝子の発現量を測定する Genopal® 












































Additives for hepatocyte culture medium (1.6mL) ADD222 BIOPREDIC 
Additives for hepatocyte seeding medium (12.7mL) ADD221 BIOPREDIC 
Basal hepatic cell medium (100mL) MIL600 BIOPREDIC 
Basal hepatic cell medium (500mL) MIL700            BIOPREDIC 
Thawing medium without additives for hepatocytes (100mL) MIL261   BIOPREDIC 





炭酸水素ナトリウム(NaHCO3)  ナカライテスク 
Penicillin(ペニシリン G カリウム)  明治製菓ファルマ 
Streptomycin(硫酸ストレプトマイシン) 明治製菓ファルマ 
 
⑧ウシ胎児血清(Fetal Bovine Serum：FBS) 
ウシ胎児血清(FBS) GIBCO 






位相差型倒立顕微鏡(ECLIPSE-TE300)  Nikon 
細胞計数用顕微鏡(OLYMPUS BH-2)  OLYMPUS 
バイオハザード対策用クラスⅡキャビネット DALTON 
CO2インキュベーター(MCO-175) SANYO 
遠心分離機(Table-top 遠心機 510) 久保田製作所 
電子天秤(AD135-S/FACT) METTLER TOLEDO 
pH メーター(MP220) METTLER TOLEDO 
純水装置(RFP343RB) ADVANTEC 
超純水装置(RFO585DA) ADVANTEC 
高温蒸気滅菌器(HV-110)  HIRAYAMA 








0.22μm 濾過滅菌フィルター(sterivex-SVGP01050) MILLIPORE 
0.45μm 濾過滅菌フィルター(DISMIC-13CP Cellulose Acetate) ADVANTEC 
Magnetic stirrer(SR550)  ADVANTEC 
SLGC 血球計算盤(Burker-Turk) クライミング 
セラムチューブ(1.2mL 用) 住友ベークライト 
動物細胞凍結処理容器(BICELL) 日本フリーザー 
マイクロピペット(50,100,200,1000μL) Thermo 
Collagen I 24 well plate CORNING 
Cellbed® 24 well plate 日本バイリーン 
細胞培養ディッシュ(φ35 mm) FALCON 










Table 2-1 成人肝細胞融解用培地(Thawing medium) 
Reagents Concentration 





Table 2-2 成人肝細胞播種用培地(Seeding medium) 













Table 2-3 成人肝細胞培養用培地(Incubation medium) 



















Table 2-4 成人肝細胞維持用培地(Long-Term culture medium) 




Epidermal growth factor 
Insulin  
Glucagon 





























 Hc細胞用培地の組成を Table 2-5に示した。 
 





















Basal hepatic cell medium (100mL) MIL600 に Additives for hepatocyte seeding 
medium (12.7mL )ADD221 を添加した。 
 
②成人肝細胞維持用培地の調製法 
維持用培地は、Basal hepatic cell mediumに付属しているLong term culture me




D-MEM/F12 は超純水 850mL に 1 袋(12g)加え、Penicillin 58.8mg、Streptomyci
n 100mg、HEPES 3.57g、NaHCO3 1.2g をそれぞれ加え 3 時間攪拌した。攪拌
終了後、pH7.2 に調整し、メスアップを行い全量 900mL に調製した。その後、
さらに 1 時間攪拌し、孔径 0.22μm の滅菌フィルターで濾過滅菌した後、培地瓶
に分注した。調製後は 4℃で保存した。 
 
④Human-acidic-FGF 含有（0.1μg/mL）FBS の調製法 
50μg の Human-acidic-FGF を冷却遠心(5000rpm 1min 4℃)し、粉を試薬瓶底に
落としてから滅菌済み超純水 1mL を加えた。ボルテックスを用い、完全に溶解




Hc 細胞増殖用培地は、使用直前に D-MEM/F12 90% + Human acidic FGF 含
有 FBS 10%の割合になるように調製し用いた。 
 
⑥Ca･Mg free Phosphate buffer saline:PBS(-)調製法 
塩化カリウム(KCl)を 0.02g、塩化ナトリウム(NaCl)を 8.00g、リン酸水素二ナ
トリウム・12 水和物(Na2HPO4･12H2O)を 2.88g､リン酸二水素カリウム(KH2PO4)








GIBCO の Trypsin(0.5%)-EDTA(5.3mM)溶液 100mLに、PBS(-)を 900mL加え、




⑧Trypan Blue 溶液の調製法 











覆い、120℃で 45 分間(昇熱時間 30 分、維持時間 15 分)オートクレーブ滅菌し







細胞懸濁液をピペットマンで 100μL とり、マイクロチューブに入れて、Trypan 
Blue 溶液を 100μL 添加して、よくピペッティングした。その後、血球計算盤に







チューブを安全キャビネットに移し、遠心管に分注し、37℃の Thawing  
medium(30mL)に直接中身を注いだ。セラムチューブ内を Thawing medium(1mL)
で洗い、残った細胞も遠心管に回収し、氷が融けるまでゆっくり手で振とうし、
ホモジナイズした。その後、1000rpm で 1 分間遠心分離し、DMSO を含んだ培
地を吸引除去した。その後 2mL の Seeding medium を加えピペッティングし、9
50µl のトリパンブルー溶液を入れた 1.5mL のサンプリングチューブに、細胞懸
濁液を 50µl 入れ、ゆっくりとホモジナイズした後、血球計算盤を用いて懸濁液
中の生細胞数を計数した。生細胞数が 4.0×105cells/mL になるように細胞懸濁液
に Seeding medium を加え、Collagen I 24 well plate 及び Cellbed® 24 well  





ビネットに移し、細胞毒性のある DMSO の濃度を下げるために、約 10 倍量の
培地に、溶け始めた細胞懸濁液を添加混合した。その後、800rpm で 1 分間遠心
















た。その後、これを遠心管に移し、800 rpm で 1 分間遠心分離し、上澄みを吸引
除去した。培地を沈降細胞の入った遠心管に加えて、よくピペッティングし、
その一部を無菌的に取り出して、血球計算盤を用いて、色素排除法で、懸濁液
中の全細胞数(生細胞＋死細胞)を計数した。計数後、生細胞数が 2.0×106 cells/ mL
になるように細胞懸濁液を残りの培地に分注し、あらかじめ氷中に保持してお
いた 20 % DMSO(DMSO は室温では細胞に毒性を示すため、温度が上がらない
ように注意が必要)の入った増殖用培地を、細胞懸濁液と 1:1 で混合した。細胞
懸濁液をセラムチューブ(アンプル)に 1 mL ずつ入れ、液体窒素が混入しないよ








Hc 細胞は増殖するため、播種後、約 4 日間で継代を行った。D-MEM/F12 培
地に FBS(Human-acidic FGF 含有)を 10%添加したものを必要量用意し、PBS(-)、
Trypsin-EDTA とともに 37℃で保温した。細胞培養ディッシュ(φ35 mm)からパス
ツールピペットを用いて、細胞を除去しないように培地だけを除去し、培養培
地と同量の PBS(-)で細胞を洗浄した後、PBS(-)のみを吸引除去した。細胞を付
着面から剥離するため Trypsin-EDTA を 1mL 加えて 1 分間インキュベーション
した後、位相差型顕微鏡で細胞を観察し、細胞の形が変わり始めたら、血清入
り培地を 1mL 加えて Trypsin の作用を止め、ディッシュ表面から培地ごと細胞









2) 細胞培養用マルチプレート 24 well への継代(Hc 細胞) 
 2-2-6 の 1)の計数後、生細胞数が 5.0×104cells/mL になるように植え継ぎ用に
用意した培地に細胞懸濁液を分注し、よくピペッティングした。この細胞懸濁
液を細胞培養用マルチプレート 24 well に 1well 当たり、0.5mL ずつ播種した。


































2-2-8の1)の実験前処理を行ったCellbed® 24 well plateを用意し、2-2-5の1)の手
順で細胞を融解した。Monolayer培養、Cellbed®培養でそれぞれCollagen I 24 well 









2-2-9 走査型電子顕微鏡(SEM)による細胞及び Cellbed®の観察 
1)使用試薬 
Sodium Cacodylate (C2H6AsO2Na) 和光純薬工業 
Glutal aldehyde Solution (OHC(CH2)3CHO) 和光純薬工業 




BenchTop K VirTis 
オスミウムプラズマコーター OPC60A Filgen 




カコジル酸ナトリウム 1.60gをMilli-Q水 25mLに溶解させ、1NのHClで pH7.4
に調製した後、Milli－Q 水 25mL を加えて攪拌する。 
 
②17.5 %グルタールアルデヒド水溶液 
70%グルタールアルデヒド 2mL に Milli-Q 水 6mL を加え、17.5 %グルタール
アルデヒド水溶液 8mL を調製した。 
 
③前固定液 (0.1M カコジル酸緩衝 1%グルタールアルデヒド溶液（pH7.4）) 
25%グルタールアルデヒド水溶液 400μL、Milli-Q 水 4.6mL、カコジル酸緩衝
液 5.0mL を混合し、前固定液とした。 
  
④本固定液 (0.1M カコジル酸緩衝 2%グルタールアルデヒド溶液（pH7.4）) 
17.5 %グルタールアルデヒド水溶液 800μL、Milli-Q 水 4.2mL、カコジル酸緩

















































培養後の Cellbed®の入った well に前固定液を 500μl 添加し、室温で 2 時間静
置した。 
②本固定 






①脱水処理 (10,50,60,70,80,90,100,100%エタノール,各 20 分) 
 
②t-ブタノール置換 (エタノール：t-ブタノール=1:1,100%t-ブタノール各 20 分) 
 







⑥オスミウムプラズマコーター OPC60A(Filgen)にて蒸着(膜厚 3nm) 
 





2-2-10 細胞の RNA 精製 
1)使用試薬 






成人肝細胞の monolayer 培養では Collagen I 24 well plate に細胞数
2.0×105cell/well で播種し、Cellbed®培養では Cellbed® 24 well plate に細胞数
2.0×105cell/wellで播種を行った。その後CO2インキュベーターで 96h培養した。 




細胞培養液を取り除き、PBS(-)で２回洗浄する。RNeasy Mini Kit のプロトコ
ル通りに調整した Buffer RLT を 1well に 350μL ずつ添加し、5 分間静置し、細
胞を破砕する。エッペンにサンプリングし、同量の 70%エタノールを添加し、
よくピペッティングする。サンプルを 2mL コレクションチューブ中にセットし
た RNeasy スピンカラムにアプライし、13000rpm で 1 分間遠心操作し、ろ液を
捨てる。700μL の Buffer RW1 を添加し、13000rpm で 1 分間遠心操作し、ろ液
を捨てる。500μL の Buffer RPE を添加し、13000rpm で 1 分間遠心操作し、ろ液
を捨てる。500μL の Buffer RPE を添加し、13000rpm で 2 分間遠心操作し、ろ液
を捨てる。スピンカラムを新しい 2mL コレクションチューブに移し、13000rpm
で 5 分間遠心操作する。スピンカラムを 1.5mL コレクションチューブにセット





















2-2-12 Genopal® customized Hepatocyte chip を用いた遺伝子解析 
1)遺伝子解析プロトコル 




①MessageAmpTM II-Biotin Enhanced を用いて cDNA を合成した。 
 
②MinElute PCR Purification Kit を用いて cDNA を精製した。 
 
③MessageAmpTM II-Biotin Enhanced を用いて aRNA を合成した。 
 
④RNeasy® MinEluteTM Cleanup Kit を用いて aRNA を精製した。 
 













2-3-1 Genopal® customized Hepatocyte chip 搭載遺伝子内訳 
三菱レイヨン㈱及び国立医薬品食品衛生研究所と共同開発した Genopal® 
customized Hepatocyte chip に搭載した遺伝子を Table2-6 に示した。 
Table 2-6 搭載遺伝子 
遺伝子分類 *Symbol 搭載遺伝子数 





























































遺伝子の内訳として、薬物代謝の第Ⅰ相反応に関わる CYP3A4 や CYP2C9 な
どの cytochrome P450 family (CYP 群)を 14 種、、エステル結合や、アミド結合に
よって分子修飾された薬物の代謝における代表的な酵素である carboxylesterase
を 4 種搭載し、薬物代謝の第Ⅱ相反応に関わる遺伝子として硫酸転移酵素であ
る SULT1A1 などの sulfotransferase family(SULT 群)を 6 種、グルタチオン S-転移
酵素である GSTA1 などの glutathione S-transferase を 4 種、UDP-グルクロン酸転
移酵素であるUGT1A1などのUDP glucuronosyltransferase familyを 4種搭載した。
また、薬物代謝の第Ⅲ相反応に関わる遺伝子としては、SLC22A1 や SLCO1A2
などの solute carrier family (SLC 群)を合わせて 37 種、多剤トランスポーターで
あるABCB1やABCC2などのATP binding cassette subfamily(ABCトランスポータ
ー)を 11 種搭載した。さらに線維芽細胞増殖因子である FGF3 などの fibroblast 
growth factorを 4種、細胞骨格を構成するタンパク質であるKRT14などの keratin
を 4 種、がんに関連する MYC などの v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene
を 3 種、核内受容体である NR0B2 などの nuclear receptor subfamily を 5 種、その










2-3-2 同条件での各細胞の scatter plot 
 
monolayer 培養で 96 時間培養した条件の成人肝細胞から得られた Genopal® 




















Fig. 2-6 同条件での成人肝細胞 monolayer 培養での発現遺伝子の scatter plot 
 
 
同条件の成人肝細胞の測定結果より作成された scatter plot から正の相関関係








































monolayer 培養で 96 時間培養した条件の胎児肝細胞から得られた Genopal® 




















Fig. 2-7 同条件での胎児肝細胞 monolayer 培養での発現遺伝子の scatter plot 
 
 
同条件の胎児肝細胞の測定結果より作成された scatter plot においても正の相











































成人肝細胞と胎児肝細胞から得られた Genopal® customized Hepatocyte chip の




















Fig. 2-8 成人肝細胞と胎児肝細胞の各 monolayer 培養での発現遺伝子の scatter plot 
 
 
成人肝細胞と胎児肝細胞の測定結果より作成された scatter plot からは正の相
関関係は確認されなかった。 











































2-3-3 培養終了後の SEM による成人肝細胞の形態観察 

























Fig. 2-9 成人肝細胞培養終了後の各 Cellbed®の SEM 観察画像 













scale bar : 10μm 





96 時間培養後の成人肝細胞の monolayer 培養と Cellbed®培養での肝機能に関
連する遺伝子解析の結果を、monolayer 培養を基準にして、その発現比を Fig. 














































































































本章では、肝細胞に関する 188 の遺伝子の発現量を測定できる Genopal® 
customized Hepatocyte chip を用いて、成人肝細胞の機能の長期維持が示唆された
Cellbed®培養が与える各遺伝子発現への影響を評価した。 
まず初めに、今回の実験により Genopal® customized Hepatocyte chip の再現性
の高さが二つの成人肝細胞の scatter plot から得られた正の相関関係により確認
された。 







が知られており 93）、特に CYP3A4 はヒト肝で発現する CYP の約 30%を占めてい
る特に代表的な分子種である 93)。この CYP3A4 の発現は monolayer と比較して

















































monolayer 培養に比べ、spheroid 培養では、MDR1 タンパク質の発現が亢進し、























Fig.3-1 HepG2 細胞の monolayer 培養、spheroid 培養における 









Fig. 3-2 ウエスタンブロッティング法による、生体肝がん細胞と HepG2 細胞の 

































肝細胞に関する遺伝子の発現量を測定する Genopal® customized Hepatocyte chip














MEM (Minimum Essential Medium) GIBCO 
炭酸水素ナトリウム(NaHCO3) ナカライテスク 
ペニシリン G カリウム(Penicillin) 明治製菓ファルマ 
硫酸ストレプトマイシン(Streptomycin) 明治製菓ファルマ 
 
②NEAA(MEM Non-Essential Amino Acid Solution) GIBCO 
 
③スフェロイド形成用無血清培地(HDM 培地) 
WE (Williams’ medium E)  Sigma 
Insulin Sigma 
EGF (Epidermal Growth Factor)  BD Biosciences 
Linoleic acid Sigma 
硫酸銅・5 水和物(CuSO4・5H2O)  Sigma 
亜セレン酸ナトリウム(Na2SeO3)  Sigma 
硫酸亜鉛・7 水和物(ZnSO4・7H2O)  Sigma 
ペニシリン G カリウム(Penicillin) 明治製菓ファルマ 
硫酸ストレプトマイシン(Streptomycin) 明治製菓ファルマ 
HEPES(C8H18N2O4S)  DOJINDO 
 
その他 2-2-1 の 2)参照 
 
3)使用機器及び器具 
細胞培養ディッシュ(φ100 mm) FALCON 
無処理ディッシュ(φ35 mm) IWAKI 















Table 3-1 増殖用培地(Minimum Essential Medium) 
Reagent Concentration  




9.5 g (1 pack)/ L 
2.2 g/ L 
63 mg/ L 
100 mg/ L 
 
Table 3-2 spheroid 形成用無血清培地(Hormone Defined Medium) 
Reagent Concentration  
WE(Williams’ med ium E) 
Insulin 









10.8 g/ L 
10 mg/ L 
50 µg/ L 




63 mg/ L 
100 mg/ L 
1.05 g/ L 





 ①増殖用培地(Minimum Essential Medium)の調製法 
HepG2 用の増殖用培地は MEM(Minimum Essential Medium)を Table 3-1 の組成
になるように調製した。その後、孔径 0.22μm の滅菌フィルターで濾過滅菌し、
培地瓶に分注した。調製後は 4℃で保存し、使用直前に MEM 90 % + FBS 10 % + 
NEAA 1 %の割合になるよう混合した。 
 
 ②spheroid 形成用無血清培地(Hormone Defined Medium)の調製法 
spheroid 形成用培地については、ラット初代肝細胞の増殖を止め、spheroid 形















液体窒素中に保存してある HepG2 細胞のセラムチューブを取り出し、37 ℃
の超純水に入れた。溶け始めたらすぐにセラムチューブを安全キャビネットに
移し、細胞毒性のある DMSO の濃度を下げるために、約 10 倍量の培地に、溶
け始めた細胞懸濁液を添加混合した。その後、1000 rpm で 3 分間遠心分離し、
DMSO を含んだ培地を吸引除去した。その後、血清培地 10mL を加えてピペッ
ティングし、その一部を無菌的に取り出し、血球計算盤を用いて、色素排除法
で、懸濁液中の全細胞数を計数した。計数後、生細胞数が 1.0×105 cells/mL にな
るように細胞懸濁液を残りの培地に分注し、細胞培養ディッシュ(φ35 mm)にデ
ィッシュ 1 枚当たり、2 mL ずつ播種した。 
 
2)細胞凍結法(HepG2 細胞) 











いた 20 % DMSO(DMSO は室温では細胞に毒性を示すため、温度が上がらない
ように注意が必要)の入った増殖用培地を、細胞懸濁液と 1:1 で混合した。細胞
懸濁液をセラムチューブ(アンプル)に 1 mL ずつ入れ、液体窒素が混入しないよ










HepG2 細胞は増殖するため、播種後、約 6 日間で継代を行った。HepG2 細胞
用増殖培地を必要量用意し、PBS(-)、Trypsin-EDTA とともに 37 ℃で保温した。
細胞培養ディッシュ(φ35 mm)からパスツールピペットを用いて、細胞を除去し
ないように培地だけを除去し、PBS(-)2mL で細胞を洗浄した後、PBS(-)のみを
吸引除去した。細胞を付着面から剥離するためTrypsin-EDTAを 1 mL加え、37 ℃
で 2 分間インキュベーションした後、血清入り培地を 1 mL 加えて Trypsin の作
用を止め、ディッシュ表面から培地ごと細胞を剥がした。これを遠心管に移し、
1000 rpm で 3 分間遠心分離し、遠心後、上澄みを除去した。沈降細胞の入った
遠心管に血清入り培地 4 mL を加えて、よくピペッティングし、その一部を無
菌的に取り出し、血球計算盤を用いて Trypan Blue 溶液による色素排除法で懸濁
液中の全細胞数（生細胞数＋死細胞数）を計数した。計数後、生細胞数が 5.0×104 
cells/ mL になるように、別途加温していた新鮮培地に分注し、よくピペッティ
ングした細胞懸濁液を細胞培養ディッシュ(φ100 mm) 1 枚当たり、10 mL ずつ播








3-2-7  spheroid 培養法 (poly-L-glutamic acid による被覆方法) 
1)使用試薬 


































Fig. 3-3 poly-L-glutamic acid の構造式 
48 
 
3-2-8 HIF-1α の免疫染色法 
1)使用試薬 
塩化コバルト・6 水和物(CoCl2・6H2O) SIGMA 
一次抗体：Anti-HIF-1alpha antibody(ab113642) abcam 
二次抗体：Goat Anti-Mouse IgG H&L(ab96879) abcam 
TO-PRO3  Invitrogen 
10 %中性緩衝ホルマリン液  和光純薬工業 
Triton X-100 和光純薬工業 
TWEEN20   和光純薬工業 














 monolayer培養では、HepG2細胞を、glass bottom dish(φ35mm)に 2.0×104cell/dish
で播種し、spheroid 培養は、poly-L-glutamic acid を被覆した glass bottom dish(φ35 
mm)に 2.0×105 cells/dish で播種し、それぞれ 4日間培養を行った。また、monolayer
培養では培養 3日目に 200μM塩化コバルト含有培地で培地交換を行ったものを











1%Triton X-100 含有 PBS(-)を添加した(30 分間、室温でインキュベート)。 
 
③Blocking 処理 




0.01%TWEEN 20 含 有 PBS(-) で 洗 浄 後 、 一 次 抗 体 Anti-HIF-1α 




0.01%TWEEN 20 含有 PBS(-)で洗浄後、二次抗体 Goat Anti-Mouse IgG 




















































3-2-9 HIF-1α のウエスタンブロット法 
1)使用試薬 
一次抗体(HIF)：Anti-HIF-1α antibody(ab113642) abcam 
一次抗体(Actin)：MONOCLONAL ANTI-BETA-ACTIN  
antibody produced in mouse(SAB1305554-40TST) 
SIGMA ALDRICH 
二次抗体：goat anti-mouse IgG-HRP(sc-2005) Santa Cruz 
Bradford Protein Assay Kit タカラバイオ 
BSA Standard Solution タカラバイオ 
NuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris Gel   Life Technologies 
NuPAGE® LDS Sample Buffer  Life Technologies 
NuPAGE® Sample Reducing Agent  Life Technologies 
NuPAGE® Antioxidant  Life Technologies 
NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer  Life Technologies 
MagicMarkTM XP Western Protein Standard  Life Technologies 
SimplyBlueTM SafeStain Life Technologies 
Tris Buffered Saline with Tween®20  タカラバイオ 
RIPA Buffer  和光純薬工業 
Western BLoT Quant HRP Substrate  タカラバイオ 
Western BLoT Blocking Buffer タカラバイオ 
 
2)使用機器及び器具 
サーマルサイクラー マスターサイクラーexus gradient   Eppendolf 
垂直型ミニ電気泳動システム XCell SureLock Mini-Cell Invitrogen 
パワーサプライ MIDI 250 Power Supply MP-250N  Major Science 
回転式振とう機  TAITEC 
ゲルトランスファー装置 iBlot Dry Blotting System   Invitrogen 
PVDF 膜 iBlot PVDF Transfer stacks,Mini   Invitrogen 







4)タンパク質の定量(Bradford Protein Assay) 
 
標準プロトコル（定量範囲：25~1000µg/ml）【200µl 反応系】 
①BSA 標準溶液の希釈系列を作製する(Table 3-1)。 
 
Table 3-3 タンパク量を測定するための BSA 標準溶液の希釈系列 
2mg/ml BSA Standard(μl) 希釈液(μl) BSA の終濃度(μg/ml) 
50 50 1000 
30 50 750 
20 60 500 
20 140 250 
10 150 125 
5 395 25 
0 100 0(Blank) 
 
②マイクロプレートの各 well に作製した BSA 標準溶液の各希釈液、サンプル
をそれぞれ 4µl 分注する。各希釈液、サンプルともに n=2 以上並行で測定する。 
 
③200µl の Bradford Dye Reagent を各 well に加え、よく混合する。25℃前後の室










 monolayer 培養では、細胞を細胞培養ディッシュ(φ100 mm)に 2.0×105cell/dish
で播種し、spheroid培養は、poly-L-glutamic acidを被覆した無処理ディッシュ(φ35 
mm)に 2.0×105 cells/dish で播種し、それぞれ 4日間培養を行った。また、monolayer
培養では培養 3日目に 200μM塩化コバルト含有培地で培地交換を行ったものを





培養した細胞をセルスクレーパーで回収し、2000rpm で 1 分間遠心し、上澄
みを除去後、RIPA Buffer を加えた。得られたタンパク質溶液をサンプルとし、




①NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer 30ml に超純水 570ml を加え、Running 
Buffer(陽極用)を調製し、同様に NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer 10ml に超
純水 190ml を加えたものに、泳動直前に抗酸化剤 NuPAGE® Antioxidant 500µl 加
えた(陰極用)。 
 
②0.5ml チューブで泳動サンプルと NuPAGE® Sample Reducing Agent を混合し、
サーマルサイクラーを用いて 70℃、30 分加熱した。 
 
③NuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris Gel のカセットを超純水で洗浄後、コームを取
り外し、Running Buffer で 2 回洗浄・充填した。 
 






⑥陽極用の Running Buffer を外側の泳動層に入れた。 
 









①ゲルトランスファー装置 iBlot Dry Blotting System のプログラム P3 を選んだ。 
 















①PVDF 膜をブロッキングバッファーに浸し、室温で 1 時間振とうさせた。 
 
②ブロッキングバッファーで希釈した、一次抗体希釈液 Anti-HIF-1α 
antibody(ab113642) (1:500) 、 MONOCLONAL ANTI-BETA-ACTIN antibody 
produced in mouse(SAB1305554-40TST) (1:1000)をそれぞれ加え、4℃で一晩、振
とうさせ反応させた。 
 
③TBST で軽く 2 回洗浄し、さらに 5 分×3 回 TBST で洗浄を行った。 
 
④ブロッキングバッファーで希釈した、二次抗体希釈液 goat anti-mouse 
IgG-HRP(sc-2005) (1:2000)を加え、室温で 1 時間、振とうさせ反応させた。さら
に 5 分×3 回 TBST で洗浄を行った。 
 








ImageJ は、アメリカ国立衛生研究所 (NIH) で開発された画像解析ソフトウェ
アで、本実験で得られたウエスタンブロット画像はこのソフトウェアを用いて
解析を行った。同じ範囲で指定した HIF-1α と Actin のそれぞれのバンドピーク






3-2-10 MDR1 の免疫染色法 
1)使用試薬 
一次抗体：MDR1/ABCB1 (E1Y7B) Rabbit mAb (#13342)  
Cell Signaling TECHNOLOGY 
二次抗体：Anti-Rabbit IgG (H+L),F(ab´)2 Fragment (#4412)  
Cell Signaling TECHNOLOGY 
その他 3-2-8 の 1)を参照  
 
2)使用機器及び器具 
3-2-8 の 2)を参照 
 
3)細胞培養 
3-2-8 の 4)を参照 
 
4)実験手順 
①~③は 3-2-8 の 5)を参照 
 
④一次抗体反応： 0.01%TWEEN 20 含有 PBS(-) で洗浄後、一次抗体
MDR1/ABCB1 (E1Y7B) Rabbit mAb (#13342)を 0.01%TWEEN 20 含有 10%ヤギ
血清 PBS(-)で 800 分の 1 希釈したものを添加した(2 時間、室温、遮光でインキ
ュベート)。 
 
⑤二次呼応体反応：0.01%TWEEN 20 含有 PBS(-)で洗浄後、二次抗体 Anti-Rabbit 
IgG (H+L),F(ab´)2 Fragment (#4412)を PBS(-)で 250 分の 1 希釈したものを添加し
た(1 時間、室温、遮光でインキュベート)。 
 





3-2-11 細胞の RNA 精製 
1)使用試薬 
2-2-10 の 1)参照 
 
 2)使用機器及び器具 
浮遊培養用マルチプレート 24 well  住友ベークライト 




spheroid 培養では poly-L-glutamic acid 被覆した浮遊培養用マルチプレート 24 




2-2-10 の 4)参照 
 
3-2-12 Genopal® customized Hepatocyte chip の作製方法及び特徴 
2-2-11 参照 
 
3-2-13 Genopal® customized Hepatocyte chip を用いた遺伝子解析 
1)遺伝子解析プロトコル 







3-3-1  HepG2 細胞の HIF-1α の共焦点レーザー顕微鏡観察 
 













Fig. 3-5 HepG2 細胞の HIF-1α の蛍光画像(緑:HIF-1α 赤:核) 




ルト処理した monolayer 培養では緑色蛍光が確認された(Fig. 3-5B)。また、
spheroid 培養の HepG2 細胞は、緑色蛍光が観察された(Fig. 3-5C)。これらのこと
から、spheroid 培養の HepG2 細胞では、monolayer 培養と比べ、HIF-1α が増大
していることが示唆された。 
  
scale bar : 10μm 
A B C 
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3-3-2 ウエスタンブロットによる HIF-1α の発現 
 
そこで次に、HIF-1α の発現量を、monolayer 培養と spheroid 培養で定量的に
比較するために、ウエスタンブロット解析を行った。Fig. 3-6 にウエスタンブロ












































































ウエスタンブロットにより、塩化コバルト処理した monolayer 培養と spheroid
培養のHepG2細胞は、約100kDa36)の箇所にバンドが観察された。一方、monolayer
培養では、約 100kDa の箇所にバンドがほとんど観察されなかった(Fig.3-6)。さ
らに、ImageJ による画像解析の結果、spheroid 培養の HepG2 細胞は、monolayer
培養と比べ、約 6.4 倍の HIF-1α タンパク質が発現していることが示された(Fig. 







3-3-3 HepG2 細胞の MDR1 の共焦点レーザー顕微鏡観察 
 













Fig. 3-8 HepG2 細胞の MDR1 蛍光画像(緑:MDR1 赤:核) 
(A:monolayer B: spheroid) 
 
HIF-1α の発現が確認されたため、次に MDR1 についての検討を行ったところ、
蛍光画像より、spheroid 培養の HepG2 細胞は、MDR1 の存在を示す緑色蛍光が
観察された(Fig. 3-8B)。一方、monolayer 培養では、緑色蛍光がほとんど認めら




scale bar : 10μm 
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3-3-4 各培養条件での HepG2 細胞の遺伝子解析 
 


















Fig. 3-9 各培養条件での HepG2 細胞の遺伝子の発現比 
 























































本章では、MDR1 の転写因子として知られている HIF-1α の関与について、共
焦点レーザー顕微鏡観察やウエスタンブロット解析により検討した。また、肝
細胞に関する遺伝子の発現量を測定する Genopal® customized Hepatocyte chip を
用いて、spheroid培養が肝がん細胞に与えるMDR1遺伝子等への影響を評価し、
次のような結果が得られた。 
免疫染色においては、monolayer 培養のコントロールに比べ spheroid 培養の方
が HIF-1α の発現が多く見られた。さらにウエスタンブロットによる HIF-1α 発
現の比較により spheroid 培養では、約 100kDa の箇所にバンドが観察されたが、
monolayer 培養では、バンドがほとんど観察されなかった。また、ImageJ によ
る画像解析の結果より、spheroid 培養の HepG2 細胞は、monolayer 培養と比べ、
約 6.4 倍の HIF-1α タンパク質が発現していることが示された。これらの結果よ
り、spheroid 培養の HepG2 細胞は、monolayer 培養と比べ、 HIF-1α の増大が示
唆された。 
また、薬剤排出活性タンパク質である MDR1 の発現を同じく免疫染色で解析
した所、spheroid 培養は monolayer 培養に比べて顕著な増大が確認され、一部
MDR1 が局在している箇所がみられた。これまでの知見により、肝細胞を
spheroid 培養することで、細胞集塊内に胆管様構造が形成されるなど、生体内
に近い組織構造の形成を伴っている事が知られており 74)、肝細胞内の MDR1 は




Genopal® customized Hepatocyte chip の遺伝子解析の結果より、spheroid 培養で
は主に 9 つの SLC トランスポーター群の遺伝子が上昇し、薬剤排出活性タンパ




























































Fig. 4-1 Cellbed®培養によるがん細胞の三次元培養 
 
本章では、Cellbed®培養における肝がん細胞の薬剤耐性現象について検討を行
った。また、MDR1 の転写因子として知られている HIF-1α の関与について、共
焦点レーザー顕微鏡観察やウエスタンブロット解析により検討した。さらに、












3-2-1 の 1)参照 
 
2)使用試薬 
2-2-1 の 2)及び 3-2-1 の 2)参照 
 
3)使用機器及び器具 
細胞培養用マルチプレート 96 well 住友ベークライト 
Cellbed® 96 well plate 日本バイリーン 



































った。2-2-8の1)の実験前処理を行ったCellbed® 24 well plateに3.0×105cell/wellで











Rhodamine Phalloidin Invitrogen 
Slow Fade Life Technologies 
その他 3-2-8 の 1)参照 
 
2)使用機器及び器具 
3-2-9 の 2)参照 
 
3)試薬の調整法 
①Rhodamine Phalloidin/methanol の調製法 








3-2-9 の 5)参照。 
  
②洗浄 
固定液を吸引除去し、PBS(-)による洗浄を 2 回行った。 
 
③染色 
PBS(-)で洗浄後、TO-PRO3 を 2μM、Rhodamine Phalloidin を 0.165μM に希釈
させた PBS(-)を添加した(30 分間、室温、遮光でインキュベート)。 
 
④洗浄 


































Fig. 4-3 Verapamil の構造式 
 
②DOX の 50%増殖抑制濃度(IC50値)の測定に必要な試薬 
Cell Counting Kit-8 DOJINDO 
その他 2-2-1 の 2)及び 3-2-1 の 2)参照 
 
2)使用機器及び器具 












Verapamil を測り取り滅菌水で 1mM になるよう調製し、0.22μm 濾過滅菌フィ







4) Cell Counting Kit-8 の原理と操作方法 
Cell Counting Kit-8(WST-8)の原理図を Fig. 4-4、 Fig. 4-5 に示した。
WST-8(2-[2-methoxy-4-nitriphenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-[2,4-disulfophenyl]-2H-5- 
tetrazolium, Monosodium salt)は、生細胞内に取り込まれるとミトコンドリアの脱
水素酵素(dehydrogenase)によって WST-8 Formazan に還元される。生細胞数と
WST-8 Formazan の量は直線的な比例 関係にあるので、WST-8 Formazan の吸光
度(λ=460nm)から、下記の式により細胞増殖抑制率を求めることが出来る。 
 
細胞増殖抑制率 (%) = [1－(AMean/Acontrol)] ×100 
AMean : DOX が存在する条件における WST-8 Formazan の吸光度 




























Electron Mediator Reduced From
Electron Mediator
WST-8 Colorless








DOX+100µM Verapamil 添加 
WST-8 WST-8 




1～4 時間 96 hr 培養 7 日間前培養 2 日間培養 
5)細胞培養 
monolayer 培養では、細胞を細胞培養用マルチプレート  96 well に 2000 
cell/well で播種し、Cellbed®培養は、Cellbed® 96 well plate に 5.0×104 cell/well で
播種を行い、前培養を行った。Monolayer 培養及び Cellbed®培養の前培養はとも
に 7 日間培養とした。前培養後、DOX(0.1µM～300µM)及び 100µM Verapamil を
添加し、48 時間処理後、培養培地の吸引除去を行い、新鮮培地：WST-8＝180µl：
20µl を各 well へ添加し、反応時間 30min で上澄みを 100µl/well 回収した。回収


















Fig. 4-6 DOX による IC50値の測定スケジュール 







4-2-12 HIF-1α の免疫染色法 
1)使用試薬 
Slow Fade Life Technologies 
その他 3-2-8 の 1)参照 
 
2)使用機器及び器具 
3-2-8 の 2)参照 
 
3)細胞培養 
monolayer培養では、HepG2細胞を、glass bottom dish(φ35mm)に 2.0×104cell/dish
で播種し、Cellbed®培養は、Cellbed® 24 well plate に 3.0×105cell/well で播種し、









4-2-13 HIF-1α のウエスタンブロット法 
1)使用試薬 
3-2-9 の 1)参照 
 
2)使用機器及び器具 
3-2-9 の 2)参照 
 
3)使用ソフトウェア 
3-2-9 の 3)参照 
 
4)タンパク質の定量(Bradford Protein Assay) 
3-2-9 の 4)参照 
 
5)細胞培養 
monolayer 培養では、HepG2 細胞を、10cm dish に 2.0×105cell/dish で播種し、
Cellbed®培養は、24 well plateに 3.0×105 cells/dishで播種し、7日間培養を行った。 
 
6)SDS-PAGE サンプル調製 
monolayer 培養した細胞はセルスクレーパーで回収し、2000rpm で 1 分間遠心
し、上澄みを除去後、RIPA Buffer を加えた。Cellbed®培養は、RIPA Buffer が 1ml






3-2-9 の 7)参照 
 
8)ブロッティング 
3-2-9 の 8)参照 
 
9)染色 
3-2-9 の 9)参照 
 
10) ImageJ によるバンドピークの半定量化 
3-2-9 の 10)参照 
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4-2-14 MDR1 の免疫染色法 
1)使用試薬 
3-2-8 の 1)及び 3-2-10 の 1)を参照  
 
2)使用機器及び器具 
3-2-8 の 2)を参照 
 
3)細胞培養 









4-2-13 細胞の RNA 精製 
1)使用試薬及び使用機器 
2-2-10 の 1)参照 
 
 2)使用機器 
2-2-10 の 2)参照 
 
 3)細胞培養 
monolayer 培養では細胞を細胞培養用マルチプレート  24 well に
1.2×104cell/well、Cellbed®培養では Cellbed® 24 well plate に 3.0×105cell/well で播
種し、CO2インキュベーターで 7 日間培養した。 
 
4)RNA の精製 
2-2-10 の 4)参照 
 
4-2-14 Genopal® customized Hepatocyte chip の作製方法及び特徴 
2-2-11 参照 
 







4-3-1 培養終了後の SEM による形態観察 
























4-3-2 HepG2 細胞のアクチン及び核の共焦点レーザー顕微鏡観察 
 
























scale bar : 10μm 
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4-3-3  Cellbed®培養を用いた HepG2 細胞に対する 50%増殖抑制試験(IC50値) 
 




















Fig. 4-9 HepG2 細胞の monolayer 培養、Cellbed®培養における IC50値の比較 
 
Cellbed®培養の DOX の IC50値は、monolayer 培養に比べ、約 20 倍と高い値を
示し、IC50値は Cellbed®培養で 52.6μM、monolayer 培養で 2.69μM となった。こ
れらの結果より、Cellbed®培養は、monolayer 培養と比べ高い薬剤耐性を発現す
ることが示唆された。 
また、MDR1 阻害剤である Verapamil を併用した条件では、Cellbed®培養の
DOX の IC50値は、0.6μM と有意に阻害され、monolayer 培養の 0.42μM とほぼ
同等の値を示した。 
この発現が確認された薬剤耐性は MDR1 阻害剤である Verapamil により阻害






























4-3-4 HepG2 細胞の HIF-1α の共焦点レーザー顕微鏡観察 
 














Fig. 4-10 HepG2 細胞の HIF-1α 蛍光画像(緑:HIF-1α 赤:核) 
(A:monolayer B: Cellbed®) 
 
MDR1 の関与について、MDR1 の転写因子である HIF-1α について検討を行っ
た。蛍光画像より、Cellbed®培養の HepG2 細胞は、HIF-1α の存在を示す緑色蛍
光が観察された(Fig. 4-10B)。一方、monolayer 培養では、緑色蛍光がほとんど認
められなかった(Fig. 4-10A)。このことから、Cellbed®培養の HepG2 細胞は、
monolayer 培養と比べ、HIF-1α が増大していることが示唆された。 
  




4-3-5 ウエスタンブロットによる HIF-1α の発現 
 
次に、HIF-1α の発現量を、monolayer 培養と Cellbed®培養で定量的に比較する
ために、ウエスタンブロット解析を行った。Fig. 4-11 にウエスタンブロットに






































































ウエスタンブロットにより、Cellbed®培養の HepG2 細胞は、約 100kDa の箇
所にバンドが観察された。一方、monolayer 培養では、約 100kDa の箇所にバン
ドがほとんど観察されなかった(Fig.4-11)。また、どちらも β-アクチンのバンド
には大きな差は見られなかった。さらに、ImageJ による画像解析の結果、
Cellbed®培養の HepG2 細胞は、monolayer 培養と比べ、約 1.9 倍の HIF-1α タン
パク質が発現していることが示された(Fig. 4-12)。これらの結果より、Cellbed®






4-3-6 HepG2 細胞の MDR1 の共焦点レーザー顕微鏡観察 
 













Fig. 4-13 HepG2 細胞の MDR1 蛍光画像(緑:MDR1 赤:核) 
(A:monolayer B: Cellbed®) 
 
HIF-1α の発現が確認されたため、次に MDR1 についての検討を行ったところ、
蛍光画像より、Cellbed®培養の HepG2 細胞は、MDR1 の存在を示す緑色蛍光が
観察された(Fig. 4-13B)。一方、monolayer 培養では、緑色蛍光がほとんど認めら




scale bar : 10μm 
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4-3-7 同条件での HepG2 細胞の scatter plot 解析 
 
monolayer 培養で 168 時間培養した条件の HepG2 細胞から得られた Genopal® 


































































Cellbed®培養で 168 時間培養した条件の HepG2 細胞から得られた Genopal🄬 




















Fig. 4-15 同条件での HepG2 細胞 Cellbed®培養での発現遺伝子の scatter plot 
 
 
Cellbed®培養の測定結果より作成された scatter plot においても正の相関関係
が得られ、Genopal® customized Hepatocyte chip の再現性が示唆された。 







































4-3-8 各培養条件での HepG2 細胞の遺伝子解析 
 


















Fig. 4-16 各培養条件での HepG2 細胞の遺伝子の発現比 
 
 
















































た。また、MDR1 の転写因子として知られている HIF-1α の関与について、共焦
点レーザー顕微鏡観察やウエスタンブロット解析により検討した。さらに、肝




用いた HepG2 細胞は均一な 3~4 層の細胞層を形成していることが確認された。 
DOX に対する 50%増殖抑制試験において、Cellbed®培養は、monolayer 培養
と比べ、IC50値が約 20 倍と有意に高い値を示し、抗がん剤である DOX に対す
る薬剤耐性現象を生体外で発現することが明らかとなった。また、この薬剤耐
性が MDR1 を阻害する Verapamil により有意に阻害されたため、この薬剤耐性
現象には、MDR1 が関与している可能性が示された。 
そこで MDR1 タンパク質の発現を制御する転写因子である、HIF-1α の発現を
免疫染色で確認した所、monolayer 培養のコントロールに比べ Cellbed®培養の方
が HIF-1α の発現が多く見られた。さらにウエスタンブロットによる HIF-1α 発
現の比較により Cellbed®培養の HepG2 細胞は、約 100kDa の箇所にバンドが観
察されたが、monolayer 培養では、約 100kDa の箇所にバンドがほとんど観察さ
れなかった。また、ImageJ による画像解析の結果より、Cellbed®培養の HepG2
細胞は、monolayer 培養と比べ、約 1.5 倍の HIF-1α タンパク質が発現している
ことが示された。これらの結果より、Cellbed®培養の HepG2 細胞は、monolayer
培養と比べ、 HIF-1α の増大が示唆された。 
薬剤排出活性タンパク質であるMDR1の発現を同じく免疫染色で解析した所、
Cellbed®培養は monolayer 培養に比べて顕著な増大が確認された。さらに、
Cellbed®培養においても第 3 章の結果と同様に MDR1 が局在している箇所が確
認されたため、胆管の形成が示唆された 98,99)。 
Genopal® customized Hepatocyte chip の遺伝子解析の結果より、Cellbed®培養で
は薬剤排出活性タンパク質である MDR1(ABCB1)の発現量が、monolayer 培養と
比べて約 1.6 倍高い発現が確認された。また、各トランスポーター群の遺伝子





これらの結果から、HepG2 細胞の Cellbed®培養は DOX に対する薬剤耐性現
象を発現することが明らかとなり、この薬剤耐性現象が MDR1 阻害剤である
Verapamil により阻害され、より低濃度の DOX で細胞増殖を抑制することが確
認された。このことは、Cellbed®培養を用いたことで、生体内のがん組織と同


































グにおいて in vitro でいかに in vivo を正確に模倣できるかが重要である。 
本論文では、成人肝細胞を日本バイリーン㈱製の三次元培養基材 Cellbed®で三次
元培養し、三次元培養が遺伝子発現に与える影響を、三菱レイヨン㈱製と共同開発
した肝臓細胞に関する遺伝子のプローブを搭載した DNA チップ Genopal® 





第 2 章では、肝細胞に関する 188 の遺伝子の発現量を測定する Genopal® 
customized Hepatocyte chip を用いて、成人肝細胞の機能の長期維持が示唆された
Cellbed®培養が与える各遺伝子発現への影響を評価した。その結果、まず二つの成
人肝細胞の scatter plot から得られた正の相関関係により、Genopal🄬 customized 









る CYP3 群の一つである CYP3A4 は、ヒト肝で発現する CYP の約 30%を占めてい
る特に代表的な分子種であり、この CYP3A4 の発現は monolayer と比較して約 3.5
倍高い遺伝子発現が確認された。また、CYP2C19 や CYP2C9 もそれぞれ約 3.1 倍、
約 3.2 倍と高い発現が確認された。また、薬物トランスポーターの一種である SLC
トランスポーター群の SLC22A1 も約 2.9 倍の発現の上昇が確認された。これらの










 第 3 章では、HepG2 細胞を本研究室の spheroid 培養法で三次元培養し、MDR1
の転写因子として知られている HIF-1α の関与について、免疫染色による共焦点レ
ーザー顕微鏡観察やウエスタンブロット解析により検討を行った。また、肝細胞に
関する遺伝子の発現量を測定する Genopal® customized Hepatocyte chip を用いて、
spheroid 培養が肝がん細胞に与える MDR1 等の遺伝子発現への影響を評価した。そ
の結果、HIF-1α の発現を免疫染色で確認したところ、monolayer 培養のコントロー




解析により spheroid 培養ではバンドが観察されたが、monolayer 培養では、バンド
がほとんど観察されなかった。また、imageJ によりこのウエスタンブロットの画像
を解析した結果、spheroid 培養の HepG2 細胞は、monolayer 培養と比べ、約 6.4 倍
高く発現していることが示された。これらの結果より、spheroid 培養の HepG2 細胞




したところ、spheroid 培養は monolayer 培養に比べて顕著な増大が確認された。遺
伝子発現解析においては、 spheroid 培養で薬剤排出活性タンパク質である
MDR1(ABCB1)の発現量が monolayer 培養と比較し、約 3.5 倍高い発現が確認され、
また、9 つの SLC トランスポーター群の遺伝子の上昇が確認された。 
 以上の結果より、spheroid 培養は生体内のがん組織にみられる HIF-1α 及び薬剤
排出活性タンパク質である MDR1 を in vitro で再現し、抗がん剤及び薬剤耐性克服
薬のスクリーニングに有用であることが示唆された。 
 
 第 4 章では、HepG2 細胞を三次元培養基材 Cellbed®で三次元培養し、その薬剤排
出活性について検討を行った。また、薬剤排出活性タンパク質である MDR1 を制
御している HIF-1α の発現を共焦点レーザー顕微鏡観察やウエスタンブロットによ
り解析した。さらに、MDR1 についても免疫染色による発現や、Genopal® customized 
Hepatocyte chip を用いて Cellbed®培養が HepG2 細胞に与える MDR1 遺伝子等への
影響を検討した。その結果、Cellbed®培養した HepG2 細胞は、DOX に対する 50%
増殖抑制試験において、monolayer 培養と比較し、IC50値が約 20 倍と有意に高い値
を示した。この DOX に対する薬剤耐性は MDR1 を阻害する Verapamil により有意





細胞は、monolayer 培養と比べ、約 1.5 倍の HIF-1α タンパク質が発現していること
が示された。これらの結果より、Cellbed®培養の HepG2 細胞は、monolayer 培養と
比べ、 HIF-1α の増大が示唆された。HIF-1α の発現が確認されたため、薬剤排出活
性タンパク質である MDR1 の発現を同じく免疫染色で解析した所、Cellbed®培養は
monolayer 培養に比べて顕著な増大が確認された。また、遺伝子発現解析において
は、Cellbed®培養で薬物排出活性タンパク質である MDR1 の発現量が monolayer 培
養と比べて約 1.6 倍高い発現が確認され、CYP 群や SLC トランスポーター群の遺
伝子も上昇した。 
 以上の結果より、Cellbed®培養は HepG2 細胞で高い薬剤耐性を示し、生体内のが
ん組織にみられる HIF-1α 及び薬剤排出活性タンパク質である MDR1 を in vitro で
再現し、抗がん剤のスクリーニングに有用であることが示唆された。また、第 3











いた in vitro 試験によりあらかじめリスク等を評価しておくことが望ましい。よっ
て本研究から得られた、ヒトの細胞での肝臓の機能再現は薬剤の開発初期における
スクリーニングにおいて、その毒性及び効能を予見するのに有用であると考えられ
る。また、肝がん細胞の高い薬剤耐性を in vitro で発現させた、spheroid 及び Cellbed®
培養も抗がん剤開発におけるスクリーニングに有用であると考えられる。また、三









Genopal® customized Hepatocyte chip は、それぞれの結果で高い再現性を示し、同じ
細胞で異なる培養法においてもその遺伝子発現の差異を測定できた。したがって
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す。Genopal® customized Hepatocyte chip に搭載する遺伝子の決定及び遺伝子解析の
御助言を頂きました。ここに厚く御礼申し上げます。 
 
本研究は、三菱レイヨン(株)との共同研究です。Genopal® customized Hepatocyte 
chip の作製および遺伝子の解析を行って頂きました。ここに厚く御礼申し上げます。 
本研究は、日本バイリーン(株)との共同研究です。Cellbed®の作製および御提供、
SEM による観察、御助言を頂きました。ここに厚く御礼申し上げます。 
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